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Utilisation par voie topique d'au moins un oligonucleotide d'ARN double brin 

(dsRNA) 

La presente invention se rapporte a une nouvelle utilisation d'au moins un oligonucleotide 
d'ARN double brin (dsRNA) pour une application par voie topique ainsi qu'a des 
compositions a usage topique comprenant dans un milieu physiologiquement acceptable 
au moins un oligonucleotide d'ARN double brin encapsule. 

De nombreuses substances sont utilisees par voie topique pour palier ou prevenir 
certaines alterations esthetiques ou certains desordres de la peau ou de ses annexes. 
Parmi elles, les substances presentant une reelle specrficite biologique sont plus 
particulierement recherchees. 

En effet, plus les substances presenteront une activite specifique, telle qu'une activite 
biologique specifique, moins elles risqueront de provoquer des effets secondaires 
indesirables. Par exemple, dans une composition visant a eclaircir le teint ou a prevenir la 
pigmentation indesirable, on preferera utiliser une substance dont Taction sera ciblee sur 
une enzyme comme la tyrosinase. On peut egalement ctter a titre d'exemple I'utilisation 
d'une substance agissant de facon specifique sur certaines metalloproteinases ou 
certaines elastases pour la preparation de composition pour prevenir le vieillissement. 

Jusqu'a present, ce probleme de specificite etait r§solu gr§ce a I'utilisation 
d'oligonucleotides d'ARN ou d'ADN natif ou ADN anti-sens. Une telle utilisation comporte 
cependant des limitations. 

En effet, I'utilisation d'oligonucleotides (tels que, par exemple, ceux decrits dans la 
demande de brevet WO 01/58918), d'ADN, d'ARN non specifique ou d'ADN anti-sens 
dans des formulations topiques n'a pas permis d'obtenir une efficacite souhartable. En 
particulier. a la surface de la peau, des RNases degradent I'ARN natif, les quantites 
atteignant les ARNm cibles ne peuvent etre suffisantes pour obtenir I'effet recherche. 
Une autre limitation de I'utilisation des oligonucleotides simple brin tels que ceux 
mentionnes ci-dessus est le risque que se produisent d'eventuels repliements 
secondaires (ou reappariements secondaires) de I'oligonucleotide. De ce fait, 
I'administration in vivo d'oligonucleotides simple brin (tels que des oligonucleotides d'ADN 
anti-sens) est souvent inefficace. De plus, la stabilite des effets in vivo des 
oligonucleotides simple brin est courte a cause d'une degradation intracellulaire rapide 
des oligonucleotides, et d'une demi-vie extracellulaire courte in vivo (Khan A & alJ Drug 
Target 2000 8 319-334). 
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II existe ainsi un. besoin de composition resolvant a la fois les difficultes d'administration 
ciblee des actifs ainsi que le probleme de specificite et adapte a une application topique. 

La connaissance des oligonucleotides d'ARN double brin, aussi appeles dsRNA pour 
« double-stranded » RNA, est etablie depuis longtemps chez les plantes et les 
organismes eucaryotes (Haines D.S. et a/., J. Cell Biochem. 1991 ; 46 :9-20), ils ont pour 
role d'inhiber Expression d'un gene specifique (Fire A., Trends in Genetic 1999 ; 15 : 
358-363). ■ 

L'utilisation de dsRNA a des fins therapeutiques a ete decrite dans la demande de brevet 
WO01/36646 qui propose une methode d'inhibition de genes impliques dans des 
maladies, en particulier des cancers. Les exemples de mise en ceuvre de cette methode 
proposent I'inhibition de I'expression d'un gene dans des cellules indifferenciees, telles 
que des cellules embryonnaires, ou des ovocytes, par I'injection intracellulaire de dsRNA 
visant le gene a inhiber. L'objectif est d'obtenir un effet systemique. Les modes 
d'administration envisages concernent des administrations par voie generate. 

Contrairement aux compositions pharmaceutiques proposees dans ce document, une 
formulation topique doit atteindre une cellule differenciee specifique, tout en n'agissant 
qu'a un niveau superficiel, c'est a dire au niveau de la peau ou ses annexes (derme, 
6piderme et phaneres), voire meme uniquement a la surface de la peau en ciblant les 
microorganismes eucaryotes qui la recouvrent. On peut egalement vouloir rechercher un 
effet au niveau d'un type cellulaire cutane specifique, tel que le fibroblaste, le m6lanocyte, 
le keratinocyte, la cellule de Langherans, la cellule endotheliale, implique dans des 
alterations esthetiques ou des desordres dermatologiques particuliers. 
Dans le cadre de la presente invention, on a maintenant trouve qu'il est possible d'utiliser 
des oligonucleotides d'ARN double brin pour inhiber de fagon specifique Texpression de 
certaines prolines de cellules differenciees, en particulier de cellules de la peau, et done 
pour la preparation de compositions a usage topique externe. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet l'utilisation pour une application par voie 
topique d'au moins un oligonucleotide d'ARN double brin qui est active sur des cellules 
differenciees telles que les cellules du derme et de Tepiderme (melanocytes, fibroblastes, 
keratinocytes...). 

L'utilisation selon Pinvention presente a la fois les proprietes mentionnees ci-dessus et 
permet de surmonter les difficultes rencontrees jusqu'a ce jour : 
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- elle vise specffiquement I'expression de proteines des cellules du derme et de r 
I'epiderme ou de micro-organismes eucaryotes a la surface de la peau, le ciblage 
des cellules pourra, en particulier, se faire par le choix d'un enrabage permettant le 
relargage des oligonucleotides d'ARN double brin dans la cellule visee ; 

- Les oligonucleotides d'ARN double brin permettent I'inhibition specifique d'un gene 
(ou de plusieurs dans le cas d'une composition associant des oligonucleotides 
d'ARN double brin ayant des sequences differentes et visant des ARNm codant 
pour des proteines differentes) ; 

- les oligonucleotides d'ARN double brin, grace a leur structure en duplex, sont 
resistants aux RNases (enzymes de degradation de TARN), ils ne sont pas 
degrades a la surface de la peau ; 

- en raison de leur structure en duplex, ces oligonucleotides d'ARN double brin ne 
peuvent pas subir de repliement et s'autoapparier ; 

ainsi, la bio-disponibilite du produit actif, c'est-a-dire la quantite d'oligonucleotide d'ARN 
double brin produisant I'effet recherche qui parvient aux cellules, est nettement amelioree 
et permet I'utilisation de quantite d'oligonucleotide d'ARN double brin plus faible. 

Les compositions contenant I'ARN double brin selon I'invention seront particulierement 
adaptees a un usage cosmetique ou dermatologique, puisqu'elles permettent d'atteindre 
la cible cellulaire sans mode d'administration invasif, et sont. actives sans avoir a penetrer 
dans le noyau cellulaire. 

C'est par le biais d'un mecanisme complexe au niveau cytoplasmique qu'est mise en jeu 
la machinerie cellulaire induisant une inhibition de I'expression de I'ARNm correspondant. 
L'administration dans une cellule d'oligonucleotide d'ARN double brin, induit un 
phenomene d'extinction post-transcriptionnel de I'ARNm qu'il vise. 

Le mecanisme moleculaire mis en jeu fait intervenir des sequences de 21 a 23 
nucleotides comprises dans les oligonucleotides d'ARN double brin, ces sequences etant 
responsables de la specificite de la sequence de I'ARNm. Ces oligonucleotides d'ARN 
double brin, sont aussi appeles dsRNA ou encore siRNA (pour «short interfering)) RNA, 
voir Tuschl T. Chem. Biochem. 2001 ;2 :239-245). Le mecanisme fait intervenir un 
complexe dsRNA-proteine forme de maniere ATP dependante et qui declenche une 
reaction de degradation specifique de I'ARNm vise (Nykanen A & al Cell 2001 107 309- 
321). 
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L'objet de la presente invention se.rapporte tout d'abord a une utilisation pour une 
application par voie topique d'au moins un oligonucleotide d'ARN double brin comportant 
generalement au moins 10 nucleotides, notamment entre 12 et 40 nucleotides, 
preferentiellement de 20 a 25 nucleotides; on preferera tout particulierement les 
oligonucleotides d'ARN double brin comportant entre 21 et 23 nucleotides. 

Par oligonucleotide d'ARN double brin, on entend une sequence d'acide ribonucleique 
ayant une structure de double helice avec une sequence substantiellement identique a au 
moins une partie de TARN messager vise. 

La sequence des oligonucleotides d'ARN double brin selon I'invention derive 
generalement d'une sequence endogene, c'est-ardire qu'elle represente tout ou partie de 
sequences nucleotidiques mammiferes ou de micro-organismes eucaryotes. II peut s'agir 
de sequence de gene, de sequence d'ADN codant (ADNc) produits par exemple avec la 
reverse transcriptase a partir d'ARN messager (ARNm) issu d'un mammifere, il peut 
egalement s'agir de sequence de gene de levure. 

En particulier, lorsque la sequence de I'oligonucleotide d'ARN double brin correspond a 
tout ou partie de la sequence d'un gene, on preferera utiliser les sequences d'un ou 
plusieurs exons du gene vis§. 

Les oligonucleotides d'ARN double brin selon I'invention pourront etre des 
oligonucleotides d'ARN double brin comportant un ou plusieurs nucleotides modifies par 
substitution, deletion ou insertion, ces modifications seront telles que la sequence de 
roligonucleotide d'ARN double brin lui permettra de reconnaitre specifiquement un 
fragment de I'ARNm cible du mecanisme de degradation. 

Les oligonucleotides d'ARN double brin pourront 6galement presenter un squelette 
modifie lui conferant, par exemple, une meilleure stabilite. 

Par exemple, les liaisons phosphodiester des brins d'ARN naturels peuvent etre modifiees 
pour inclure au moins un atome d'azote ou de soufre. De plus, les oligonucleotides d'ARN 
double brin selon I'invention peuvent comprendre des bases autres que les 4 bases 
classiques. 

La structure en double brin de I'oligonucleotide d'ARN double brin peut etre obtenue par 
I'appariement de deux brins simples d'ARN compl§mentaires ou bien I'oligonucleotide 
d'ARN double brin peut etre obtenu par le repliement et I'appariement d'un unique brin 
simple d'ARN "autocomplementaire", c'est-a-dire comprenant deux fragments de 
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sequences complementaires pouvant s'apparier par repliement du brin simple pour former , 
une double helice. 

Par oligonucleotide d'ARN double brin substantiellement identique a un fragment de gene, 
on entend un oligonucleotide d'ARN double brin dont la sequence presente un degre 
d'homologie (pourcentage de bases d'acide nucleiques identiques entre deux sequences, 
voir les methodes de calcul proposees par Atschul et al. J. Molec. Biol. 1990, 215:403) 
avec le fragment dudit gene compris entre 80 et 100% et preferentiellement d'au moins 
90%. 

Dans un mode de realisation prefere de I'invention, ('oligonucleotide d'ARN double brin 
presente des extremites non appariees de 2 a 6 nucleotides. 

L'oligonucleotide d'ARN double brin selon I'invention peut egalement etre modifie par 
I'addition d'un polyethylene glycol tel que defini par Garrett et al. (Bioorg. Med. Chem. 
2000 July 8(7): 19779-97) afin d'ameliorer I'efficacite de sa transfection dans la cellule 
hote. 

Les oligonucleotides d'ARN double brin selon I'invention peuvent etre synthetises selon 
de nombreuses methodes de synthese in vivo ou in vitro de facon manuelle ou 
automatique. 

Les methodes de synthese in vitro peuvent etre chimiques ou enzymatiques, par exemple 
en utilisant une ARN polymerase (a titre d'exemple de T3, T7 ou SP6) qui realisera la 
transcription d'un modele de sequence d'ADN (ou d'ADNc) choisi. 

De nombreuses methodes de synthese in vivo d'ARN double brin sont decrites dans la 
litterature, elles peuvent etre realisees dans divers types cellulaires de bacteries ou 
d'organismes superieurs (Sambrook et al. Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 
Second Edition (1989), DNA cloning, volume I and II, D. N. Glover (ed. 1985), 
Oliginucleotide Synthesis, M. J. Gaits (ed. 1984), Nucleic Acid Hybridation, B. D. Hames 
and S. J. Higgins (ed.1984), Transcription and Translation B. D. Hames and S. J. Higgins 
(ed.1984), Animal Cell Culture, R. I. Freshney (ed. 1986), Immobilised Cells and 
Enzymes, IRL Press (1986), B. Pertal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984), 
Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells, J. H. Miller and M. P. Calos, Cold Spring 
Harbor Laboratory (ed. 1987), Methods in Enzymology, vol.154, Wu and Grossman, and 
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155, Wu, Mayer and Walker (1987), Immunochemical Methods in Cell and Molecular 
Biology, Academic Press, London, Scopes (1987), Protein Purification: Principle and 
Practice, 2 nd ed., Springer-Verlag, N.-Y. and Handbook of Experimental Immunology, 
vol.l-IV, C. D. Weir and C. C. Blackwell (1986)). On pourra egalement se referer aux 
methodes de syntheses decrites dans les demandes de brevet WO01/36646 et 
WO01/75164. 

La sequence des oligonucleotides d'ARN double brin utilises sera choisie pour une 
utilisation topique specifique, avec toute methode de biologie moleculaire. Les ARNm des 
cibles biologiques d'interet dans le domaine cosmetique ou dermatologique peuvent etre, 
a titre d'exemple, les proteines decrites ci-apres, mais aussi tout ARNm codant pour 
d'autres proteines cutanees. 

On pourra egalement utiliser une association de plusieurs oligonucleotides d'ARN double 
brin de sequence differente et ayant chacun une activite differente afin, par exemple, 
d'obtenir un effet complementaire ou synergique. 

En particulier, la presente invention se rapporte a ('utilisation par voie topique d'au moins 
un oligonucleotide d'ARN double brin capable d'inhlber I'expression d'un ARN messager 
codant pour une proteine exprimee par une cellule de la peau ou de ses annexes. 

La presente invention se rapporte egalement 3 une composition cosmStique dans laquelle 
('oligonucleotide d'ARN double brin est capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager 
codant pour une proteine exprimee par un micro-organisme eucaryote se trouvant a la 
surface de la peau ou du cuir chevelu. 

En particulier, la proteine de la peau est une proteine exprimee par des melanocytes et/ou 
des keratinocytes et/ou des fibroblastes et/ou les cellules endothelials et/ou les cellules 
immunitaires residentes, telles que les cellules de Langherans. De fagon preferee, il 
s'agira d'une proteine exprimee par les keratinocytes. 

Les proteines et/ou les oligo-peptides, dont on peut reduire ou inhiber la synthese, sont 
celles impliquees dans les phenomenes de proliferation ou de differenciation cellulaire, 
comme par exemple : 

- les facteurs de croissance EGF, TNF-a, TGF, endotheline, NGF, HGF, IGF, VEGF ; 

- les cytokines par exemple de type IL1, IL6, IL8 ... ; 
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les recepteurs de type EGFr, TGFr, PAR, PPAR, FXR, RXR, CB1R, CB2R, VR1. 
CRAB2... ; 

les calcium binding proteins de type calmodulins CLP, CLSP, celles de la famille des 
S100 proteins telles que S100A8. S100A9, S100A7 ... ; 
la calcineurine ; 

les transglutaminases par exemple les transglutaminases 1 , 3 ou 5 ; 
les proteines assurant la cohesion/jonction intercellulaire telles occludines, laminines, 
caveolines, desmogleines, desmocollines, corneodesmosines, plakoglobines, 
desmoplakines... ; 

les enzymes impliquees dans les modifications postraductionnelles des proteines 
telles que les phosphatases ou protein-phosphatases par exemple la calcineurine, les 
phosphorylases, les proteins kinases (ex: PKC), les glucosyl transferases, les 
peptidyl-arginine-deiminase ... ; 

les proteases (MMP par exemple 1, 2, 3, 9, elastases, proteases a acide aspartique 
comme cathepsine-E, cathepsine-D, proteases a cysteine de type cathepsin-L, B ou 
H, cathepsine L2, SCCL, chymotrypsine equivalentes par exemple de type SCCE 
(Kallicrein 7), trypsin-like par exemple de type SCTE (Kallicrein 5), urokinase, 
SASPase, Caspase plus particuHerement caspase 14, calpai'nes, les proteases 
impliquees dans I'hydrolyse de la filaggrine de type subtilisin-like proprotein 
convertase comme la furin, PACE4, PC5/6 et PC7/8, les proteases de la famille. des 
proteases a serine de type transmembranaire par exemple la matriptase et/ou leurs 
inhibiteurs endogenes comme TIMP, PAI1, PAI2, antileukoprotease, Elafin, LEKTI, 
cystatin A, cystatin M/E... ; 

les exo et les endoglycosidases par exemple de type heparanase, hyaluronidases, 
chondroTtinases, aspartyl glucosaminidase, B glycosidase, a glycosidases ... et leurs 
inhibiteurs endogenes ; 

les enzymes du metabolisme des lipides telles que HMGCoA reductase, cholesterol 
sulfatases ou sulfo transferases, sphingomyelinases, ceramidases... ; 
la tyrosinase, TRP-1 ou -2 ; 

les enzymes du metabolisme des eicosanoides comme, par exemple, les 

cyclooxygenases, lipoxygenases, les phospholipases, 15-PGDH... ; 

les enzymes du metabolisme hormonal telle la 5 a-reductase de type 1 ou 2 ; 

les proteines matricielles de type , elastines, collagene ... ; 

les proteines de differenciation keratinocytaire de type cytokeratine ; 

les proteines impliquees dans Thydratation de la peau telle que la filaggrine, les 

aquaporines... ; 
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- les proteines impliquees dans les defenses antibacteriennes de la peau hBD2, hBD3, 
dermcidin, RNase 7 ... ; 

D'autres exemples non limitatifs, de proteines ou de peptides dont on vise a inhiber 
('expression et/ou I'activite sont donnes dans « Textbook of dermatology » ed RH 
Champion JL Burton, DA Bums, SM Breathnach sixth edition 1998 Blackwell Science LtD 
ISBN 0-632-03796-2. 

Au niveau du derme, TARN messager, dont on peut reduire ou inhiber I'expression, peut 
etre celui des fibroblastes ou d'autres cellules presentes dans le derme, les cellules des 
vaisseaux, les cellules des annexes epidermiques (exemples : sebocytes, glandes 
sudoripares/...), les cellules pouvant migrer dans le derme comme les cellules impliquees 
dans rimmunite ou Inflammation. 

Les proteines et/ou les oligo-peptides, dont on peut reduire ou inhiber la synthase, sont 
celles impliquees dans les phenom^nes de proliferation ou de differenciation cellulaire 
comme, par exemple, celles decrites pour les keratinocytes et plus encore : 

- les facteurs de croissance EGF, TGF, endotheline, NGF, HGF, FGF... 
les phosphatases 

les transglutaminases 
les phosphory!ases_ 

- les proteines impliquees dans le renouvellement de la matrice extra cellulaire 
(proteases : metalloproteases MMP, serines proteases comme urokinase, tPA, les 
hyaluronidases 

les proteines de structure du derme comme le collagene ou de la substance 
fondamentale comme les proteines des proteoglycannes 

les proteines impliquees dans la maturation du derme comme la lysyl oxydase, la lysyl 
hydroxylase, 

Au niveau de structures complexes comme le follicule pileux, on congoit d'utiliser un 
ensemble de siRNA chacun dirige sur un messager connu pour coder pour une proteine 
regulatrice et/ou de structure de la tige pilaire afin d'obtenir I'effet desire : 

- anti-pousse : par exemple, les proteines impliquees dans le cycle cellulaire et ou 
IGFrecepteur et/ou recepteur thyroTdien a T4 ; 

- anti-chute : par exemple les siRNA diriges contres des cytokines IL1, IL6, TNFalpha, 
MCP1 et/ou des proteases MMP urokinase et/ou lipoxygenase ; 
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- repousse : par exemple les proteines impliquees dans la degradation de PGF2alpha „ 
et/ou Salpha reductase ; les proteines impliquees dans la morphogenese comme 
alpha3beta1-integrine, beta-catenine, Laminine-10, LEF-1 ; 

- mise en forme de la tige pilaire, comme le frisage ou le defrisage : par exemple les 
proteines impliquees dans la differentiation de la tige pilaire telles que les hair-keratines 
acides ou basiques ainsi que les enzymes associees a la reticulation des proteines de la 
tige (ex : thiol-oxydoreductases et transglutaminase 3 et 5) ;. 

On peut se referer comme liste non limitative de ce type de proteines a « Jamora C, 
DasGupta R, Kocieniewski P, Fuchs E. Nature 2003 Mar 20,422(6929): 3 17-22 »..). 

Au niveau de structures complexes comme la glande s6bacee, on congoit d'utiliser un 
ensemble de siRNA chacun dirige contre les proteines impliquees dans la synthese du 
sebum comme par exemple HMG Co a reductase, squalene synthase. 

Pour tous ces types cellulaires, on peut envisager, selon Tinvention, d'utiliser des siRNA 
dirig6s contre ('expression de proteines et/ou des oligo-peptides pathologiques, en 
particulier celles correspondant a Taction de virus (ex. HPV de verrues) ou a des cellules 
cancereuses ou celles sur-exprimees dans certaines pathologies. On peut citer par 
exemple certaines cytokines (par exemple IL1, TNFalpha -308, TNFbeta +252), des 
proteines receptrices (par exemple Toll-like recepteurs TLRs), certaines proteines 
impliquees dans la proliferation comme la phosphatidylinositol 3-kinase, les molecules 
d'adhesion (par exemple CDw60), des proteases, notamment les serines proteases 
(stratum corneum chimotrypsine enzyme SCCE) ou les metalloproteases (en particulier 
MMP-9, MMP-19 impliquees dans le psoriasis), ou encore des proteines liees au calcium 
(calmodulin like serine protease CLSP). 

Pour tous ces types cellulaires, on peut egalement envisager d'utiliser selon I'invention 
des siRNA diriges contre I'expression de proteines et/ou des oligo-peptides impliqu6s 
dans la deactivation d'un medicament destine au traitement de la peau, par exemple des 
proteines de detoxification comme le le cytochrome P450 ou le cytochrome CYP2S1 dans 
le cas du psoriasis. 

Pour tous ces types cellulaires, on peut envisager, selon I'invention, d'utiliser des siRNA 
diriges contre Texpression de proteines et/ou des oligo-peptides induits par des alterations 
externes, par exemple des siRNA diriges contre P2X purinergique recepteur apres 
alteration mecanique / chimique de la barriere comee. 
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Les micro-organismes se trouvant a sa surface, dont on peut reduire ou inhiber la 
synthese de proteines et/ou d'oligo-peptides, sont des Eucaryotes comme, par exemple, 
les levures, les champignons. On peut citer de maniere non limitative : 

- les organismes dermatophytes, qui sont les agents responsables des mycoses (les 
especes Trichophyton dont T. rubrum, T. mentagrophytes ). Les dermatophytes sont des 
champignons filamenteux keratinophiles, c'est a dire ayant un tropisme preferentiel pour 
les phaneres (poils et ongles) et la couche corn§e. 

Trois types de dermatophytes sont a I'origine des dermatophytoses (ou dermatophytes). 

1. Les dermatophytes anthropophiles : ceux-ci sont strictement d'origine humaine. Les 
agents sont par exemple : 

Trichophyton rubrum, Trichophyton interdigitale, Trichophyton Violaceum, T. Rosaceeum, 
T. Tonsurans, T. Soudanensae, Trichophyton Schoenleinii, Epidermophyton Floccosum 
Microsporum Audouinii 

2. Les dermatophytes zoophiles qui sont transmis a Thomme par les animaux. Les agents 
responsables sont par exemple Microsporum canis, Trichophyton Mentagrophytes 
Trichophyton Ochraceum. 

3. Les dermatophytes geophiles qui sont transmis a I'homme par le sol. Le principal agent 
est le microsporum gypseum. 

- Les non dermatophytes (les especes Candida comme C. albicans ...les especes 

Scopulariopsis comme S. brevicaulis, Malassezia spp). Ce sont les levures representees 

par le genre Candida et par Malassezia furfur (anciennement appel6 pityrosporon). Le 

Candida affectionne la peau, les phandres et les muqueuses. Malassezia furfur, 

saprophyte frequent de la peau surtout seborrheique est I'agent du pityriasis versicolor. 

S'il est tout a fait normal que des particules de peau morte se detachent du cuir chevelu 

comme du reste de la peau, il arrive que ce processus permanent de renouvellement de 

I'epiderme prenne des proportions genantes. Inesthetiques, les pellicules sont aussi 

parfois accompagnees de problemes plus serieux du cuir chevelu tels qu'irritations, 

rougeurs et demangeaisons. On parle alors de dermatite seborrheique, une affection 

cutanee favorisee par le champignon Pityrosporum ovale. 
* 

- Les moisissures, plus rarement impliquees dans les affections de la couche cornee. 
Elles sont responsables de certaines onychomycoses et des mycoses invasives. 

On congoit selon flnvention une inhibition de proteines specifiques de ces organismes 
comme par exemple la squalene epoxidase, la cytochrome P450-dependente 14-alpha- 
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sterol demethylase de C. albicans, des proteines de detoxification des agents anti- m 
mycotiques comme les esterases de Trichophyton rubrum, les aspartique proteinases, la 
Phospho-lipase D, la Phospholipase B de Candida, les 2,3-oxidosqualene cyclases 
comme 22,23-epoxy-2-aza-2,3-dihydrosquaIene (EAS) and azasqualene alcohol (ASA). 
On trouvera une liste plus complete a titre d'exemples non limitatif, d'organismes 
eucaryotes, dans « Textbook of dermatology » ed RH Champion JL Burton, DA Bums, 
SM Breathnach sixth edition 1998 Blackwell Science LtD ISBN 0-632-03796-2 

Plus generalement selon I'invention les siRNA sont choisis et/ou assoctes selon I'effet 
escompte par voie topique. On congoit aisement avec I'etat de Tart d'utiliser une methode 
moleculaire de criblage des ARN messagers induits et/ou reprimes par un 
pharmacophore ou par une cause d'effets indesirables (methode des DNA array) pour 
determiner le choix et I'assemblage des siRNA correspondant a I'effet a obtenir et/ou a 
empecher. 

Les dsRNA utilises seront choisis pour une utilisation topique specifique, avec toute 
methode de biologie moleculaire convenant et tel que cela se fait pour tout ARN 
messager en particulier selon sa structure primaire. Les ARNm des cibles biologiques 
d'interet en cosmetique peuvent etre, a titre d'exemple, et ceci dans une liste non 
limitative : tyrosinase, TRP-1 , elastase, hyaluronidase, metalloprotease, HmoCoA 
reductase, 5 a-reductase, SCCE, NO synthase, urokinase, ARNm de proteines 
6pidermiques 



Dans un exemple de realisation de I'invention, on utilisera un oligonucleotide d'ARN 
double brin capable d'inhiber Texpression d'un ARN messager codant pour la tyrosinase. 
En particulier, I'oligonucleotide d'ARN double brin est tel que son brin 5' sens a pour 
sequence SEQ ID n°1 : 5'-UGCACCACUUGGGCCUCAAdTdT et que son brin 5' antisens 
a pour sequence SEQ ID n°2 : S'-UUGAGGCCCAAGUGGUGCAdTdT. 

^utilisation selon I'invention peut egalement comprendre un oligonucleotide d'ARN double 
brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager codant pour la TRP-1 (tyrosinase 
related protein 1). 
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De telles utilisations par voie topique sont adaptees a la depigmentation et/ou au 
blanchiment de la peau et/ou des phaneres. 

Dans un autre exemple de realisation de invention, on utilisera un oligonucleotide d'ARN 
double brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager codant pour Penzyme 
elastase neutrophile. 

En particulier, ('oligonucleotide d'ARN double brin est tel que son brin 5' sens a pour 
sequence SEQ ID n°3 : 5-CGGCUACGACCCCGUAAACdTdT et que son brin 5' antisens 
a pour sequence SEQ ID n°4 : S'-GUUUACGGGGUCGUAGCCGdTdT. 

Une telle utilisation par voie topique est destinee a prevenir et/ou lutter contre les signes 
du vieillissement cutane tels que la perte de fermete et/ou de souplesse de la peau et/ou 
Patrophie de la peau et/ou la formation des rides et ridules. 

Dans un autre exemple de realisation de ('.invention, on utilisera un oligonucleotide d'ARN 
double brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager codant pour 
Phyaluronidase. 

Une telle utilisation par voie topique est destin§e a prevenir et/ou lutter contre les signes 
du vieillissement cutane tels que la perte de fermete et/ou de souplesse de la peau et/ou 
Patrophie de la peau et/ou ia formation des rides et ridules. 

Dans un autre exemple de realisation de Pinvention, on utilisera un oligonucleotide d'ARN 
double brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager codant pour une 
metalloproteinase. 

Les metalloproteinases (MMP) sont notamment decrites dans Particle de Y. HEROUY et 
al., European Journal of Dermatology . n° 3, vol. 10, Avril-Mai 2000, pp. 173-180. 

La famille des metalloproteinases est ainsi constitute de plusieurs groupes bien definis 
bases sur leurs ressemblances en terme de structure et de specificit6 de substrat (voir 
Woessner J. F., Faseb Journal , vol. 5, 1991, 2145). Parmi ces groupes, on peut citer les 
collagenases destinees a degrader les collagenes fibrillaires (MMP-1 ou collagenase 
interstitielle, MMP-8 ou collagenase de neutrophile, MMP-1 3 ou collagenase 3, MMP-1 8 
ou collagenase 4), les gelatinases qui degradent le collagdne de type IV ou toute forme 
de collagene denature (MMP-2 ou gelatinase A (72 kDa), MMP-9 ou gelatinase B (92 
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kDa)), les stromelysines (MMP-3 ou stromelysine 1, MMP-10 ou stromelysine 2, MMP-11 „ 
ou stromelysine 3) dont le large spectre d'activite s'adresse aux proteines de la matrice 
extracellulaire telles que les glycoproteins (fibronectine, laminine), les proteoglycannes, 
etc., la matrilysine (MMP-7), la metalloelastase (MMP-12) ou encore les 
metalloproteinases rnembranaires (MMP-14, MMP-15, MMP-16 et MMP-17). 

Les metalloproteinases (MMPs) sont les membres d'une famille d'enzymes proteolytiques 
(endoproteases) qui possedent un atome de zinc coordonne a 3 residus cysteine et une 
methionine dans leur site actif et qui degradent les composants macromoleculaires de la, 
matrice extracellulaire et des lames basales a pH neutre (collagene, elastine, etc ...). Tres 
largement repandues dans le monde vivant, ces enzymes sont pr6sentes, mais 
faiblement exprimees, dans des situations physiologiques normales comme la croissance 
des organes et le renouvellement des tissus. Leur surexpression chez I'homme et leur 
activation sont cependant liees a de nombreux processus qui impliquent la destruction et 
le remodelage de la matrice. Cela entraine par exemple une resorption non controlee de 
la matrice extracellulaire. 

Une telle utilisation par voie topique est destinee a prevenir et/ou lutter contre les signes 
du vieillissement cutane tels que la perte de fermete et/ou de souplesse de la peau et/ou 
I'atrophie de la peau et/ou la formation des.rides et ridules, elles sont egalement adaptees 
a une utilisation visant a induire et/ou stimuler la croissance des cheveux et/ou des poils 
et/ou freiner leur chute. 

Dans un autre exemple de realisation de Tinvention, on utilisera un oligonucleotide d'ARN 
double brin capable d'ihhiber I'expression d'un ARN messager codant pour la HMG-CoA 
reductase. 

En particulier, I'oligonucleotide d'ARN double brin est tel que son brin 5' sens a pour 
sequence SEQ ID h°5 : S'-AGCCGCGAGGGUCGUCCAAdTdT et que son brin 5' antisens 
a pour sequence SEQ ID n°6 : 5-UUGGACGACCCUCGCGGCUdTdT. 

Une telle utilisation par voie topique est destinee a prevenir et/ou lutter contre la 
production excessive de sebum ou de sueur au niveau des aisselles ou des pieds. 

Dans un autre exemple de realisation de I'invention, on utilisera un oligonucleotide d'ARN 
double brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager codant pour la 5 a- 
reductase type I et/ou de type II, et preferentiellement la 5 a-reductase type I. 
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En particulier, ['oligonucleotide d'ARN double brin est tel que son brin 5' sens a pour 
sequence SEQ ID n°7 : S'-CUGCAUCCUCCUGGCCAUGdTdT et que son brin 5' antisens 
a pour sequence SEQ ID n°8 : 5-CAUGGCCAGGAGGAUGCAGdTdT. 

Une telle utilisation par voie topique est destinee a trailer les desordres androgeno- 
dependants, en particulier, a traiter I'hyperseborrhee et/ou Tacne et/ou induire et/ou 
stimuler la croissance des cheveux et/ou des poils et/ou freiner la chute des cheveux. 

Dans un autre exemple de realisation de I'invention, on utilisera un oligonucleotide d'ARN 5 
double brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager codant pour la calmodulin- 
like skin protein (CLSP). 

En particulier, I'oligonucleotide d'ARN double brin est tel que son brin 5' sens a pour 
sequence SEQ ID n°9 : 5-GGCUUUCUCCGCGGUUGACdTdT et que son brin 5' 
antisens a pour sequence SEQ ID n°10 : 5'-GUCAACCGCGGAGAAAGCCdTdT. 

Une telle utilisation par voie topique est destinee a lutter contre les signes du 
vieillissement cutan§ et/ou lutter contre les effets nefastes des rayonnements ultraviolets 
et/ou traiter les peaux seches. 

Dans un autre exemple de realisation de I'invention, on utilisera un oligonucleotide d'ARN 
double brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager codant pour la NO 
synthase. 

Une telle utilisation par voie topique est destinee a inhiber la differentiation et/ou la 
proliferation cellulaire et/ou inhiber la degradation et/ou la destruction des cellules de la 
peau et ainsi lutter contre le vieillissement intrinseque et/ou extrinseque et/ou freiner la 
chute des cheveux. Ces compositions sont egalement adaptees au traitement des peaux 
sensibles et des erythemes, en particulier photoinduits. 

Dans un autre exemple de realisation de I'invention, on utilisera un oligonucleotide d'ARN 
double brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager codant pour une serine 
protease telle que I'urokinase. Les compositions de ce type seront particulierement 
adaptees au traitement cosmetique et a Tamelioration de ('aspect des peaux seches et/ou 
irritees. 
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Dans d'autres exemples de realisation de I'invention, on pourra utiliser un oligonucleotide „ 
d'ARN double brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager codant pour : 
IL1 pour ses applications dans le domaine des peaux sehsibles, 

- la 5a reductase pour ses applications dans le domaine des peaux grasses, 

- une lipase bacterienne pour ses applications visant a lutter contre la formation de 
pellicules, ou encore 

- lox12 et/ou cox2 et/ou IL1 et/ou TGFpipour des applications visant a lutter conter 
la chute des cheveux. 

Pour I'utilisation selon ['invention, I'oligonucleotide d'ARN double brin pourra etre present 
dans une composition a une concentration comprise entre 5.10" 7 et 5 %, de preference 
entre 0,0001 et 1 % d'oligonucleotide(s) d'ARN double brin en poids par rapport au poids 
total de la composition. 

Une telle composition peut se presenter sous toutes les formes galeniques normalement 
utilisees pour ce type d'application, notamment sous forme d'une solution aqueuse ou 
huileuse, d'une emulsion huile-dans-eau ou eau-dans-huile ou multiple, d'une emulsion 
siliconee, d'une microemulsion ou nanoemulsion, d'un gel aqueux ou huileux ou d'un 
produit anhydre liquide, pateux ou solide. 

Dans un autre de ses objets, la presente invention se rapporte a une composition 
destinee a etre appliquee topiquement comprenant dans un milieu physiologiquement 
acceptable un d'oligonucleotide d'ARN double brin encapsule. 

Dans un mode de realisation prefere selon I'invention, la composition est telle que 
['oligonucleotide d'ARN double brin est encapsule dans le coeur ou la paroi d'un enrobage 
tel que des microspheres, des nanospheres, des oleosomes, des niosomes ou des 
nanocapsules. 

Les oligonucleotides d'ARN double brin a une concentration molaire efficace dans une 
solution aqueuse peuvent etre complexes avec une polyethylene imine (PEI) d'un poids 
moleculaire 200 a 100000 g/M. La nature de la PEI et sa proportion de 10" 4 a 1% sont 
fonction du type de solution aqueuse initiate contenant les oligonucleotides d'ARN double 
brin et de la formulation cosmetique envisagee. La complexation pourra etre objectivee 
par Topalescence de la solution initiate. 
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Une fois la complexation realisee, ce complexe est encapsule dans des particules a coeur 
aqueux, comme des niosomes, ou complexe a la surface de vesicules ayant une surface 
lamellaire contenant un polymere ou un tensio actif lipophile cationique comme par 
exemple les PEI hydrophobes. 

Ainsi, ('oligonucleotide d'ARN double brin peut etre sort : 

- complexe par un poly-cation (par etfemple une PEI hydrophile ou du chitosane) ; 
A titre d'exemple, on pourra choisir les polycations derives de poly(4-vinylpyrridine) 
(Modulation of interaction of polycations with negative unilamellar lipid vesicles de 
Yaroslavov et al dans Colloids and surfaces B:Biointerfaces 16(1999)29-43) ; les 
polymeres et copolymeres de Lysine (cites dans Turbidometric analysis of polyelectrolyte 
complexes formed between poly(L-lysine) and DNA de Ward et al dans Colloids and 
surfaces B:Biointerfaces 16(1999)253-260) ; Les copolymeres de vinylpyrrolidine et de 
vinylimidazole quatemises tels que les Luviquat de BASF (pm entre 1000 et 1000000) ; 
les copolymeres a base de chlorure de diallyl dimethylammonium tels que les Merquats 
de BASF (pm entre 10000 et 10 000 000) ; les polyglucoseamines comme le chitosane et 
ses derives ; les polyamines tels que la polyethylene imine, hydrophobees ou non ; les 
derives de Guars comme par exemple les Jaguar de Rhodia ; les derives de cellulose 
cationiques tels que les Celquat de National Starfch ou les Quarisoft d'Amerchol ; les 
copolymeres de vinylpirrolidone et de dimethylaminopropyl methacrylamide comme les 
Gafquat de ISP ; les derives cationiques de Pacide acrylique comme le HYPAN QT 100 de 
Kingston; les Salcare SC92, SC95 et 96 de Allied Colloide, le Plex4739L de Rohm 
Gmbh ; les derives de diurethane et polyurethane tel que le Polyderme PPI-SA, le 
Foamox PPI-SA, le Foamtaine PPI-SA15 et le Foamquat PPI-SA de Alzo , les 
copolyamine commes le polyquart H-81 de Henkel ; 

ce complexe peut etre alors encapsule dans des particules £ coeur aqueux comme les 
liposomes et en particulier les niosomes (voir la demande de brevet EP 0 582 503 ou 
le brevet US 5,439,672) ; 

complexe a la surface de vesicules ayant une surface lamellaire contenant un 
polymere ou un tensio-actif lipophile cationique. 

Dans ce dernier cas, les tensio-actifs lipophiles cationiques peuvent etre plus 
particulierement choisis dans le groupe forme par les sels d'ammonium quaternaire, les 
amines grasses et leurs sels. 

Les sels d'ammonium quaternaire sont par exemple : 
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dans laquelle les radicaux a R*, qui peuvent etre identiques ou differents, represented 
un radical aliphatique, lineaire ou ramifie, comportant de 1 a 30 atomes de carbone, ou un 
radical aromatique tel que aryle ou alkylaryle. Les radicaux aliphatiques peuvent 
comporter des heteroatomes tels que notamment I'oxygene, I'azote, le soufre, les 
halogenes. Les radicaux aliphatiques sont par exemple choisis parmi les radicaux alkyle, 
alcoxy, polyoxyalkylene(C2-C 6 ), alkylamide, alkyl(C 12 -C22)amido alkylefQrCe), alkyl(C 12 - 
C22>acetate, hydroxyalkyle, comportant environ de 1 a 30 atomes de carbone ; X est un 
anion choisi dans le groupe des halogenures, phosphates, acetates, lactates, alkyKQr 
C 6 )sulfates, alkyl-ou-alkylarylsulfonates. Comme sels d'ammonium quaternaire de formule 
(II), on prefere, d'une part, les chlorures de tetraalkylammonium comme par exemple les 
chlorures de dialkyldimethylammonium ou d'alkyltrimethylammonium, dans lesquels le 
radical alkyle comporte environ de 12 a 22 atomes de carbone, en particulier les chlorures 
de behenyltrimethylammonium, de distearyldimethyl-ammonium, de c6tyltrim6thyl- 
ammonium, de benzyl dimethyl stearyl-ammonium ou encore, d'autre part, le chlorure de 
stearamidopropyldimethyl (myristyl acetate) ammonium vendu sous la denomination 
«CERAPHYL 70» par la socfete VAN DYK. 



(2) les sels d'ammonium quaternaire de rimidazolinlum, comme par exemple ceux de 



formule suivante : 



Jj^ CH 2 .CH 2 .N(R 8 )-CO.R 5 
N y N\ 



dans laquelle R 5 represente un radical alcenyle ou alkyle comportant de 8 a 30 atomes de 
carbone, par exemple derive des acides gras du suit ; Re represente un atome 
d'hydrogene, un radical alkyle comportant de 1 a 4 atomes de carbone ou un radical 
alcenyle ou alkyle comportant de 8 a 30 atomes de carbone ; R 7 represente un radical 
alkyle comportant de 1 a 4 atomes de carbone ; Rs represente un atome d'hydrogene, un 
radical alkyle comportant de 1 a 4 atomes de carbone ; X est un anion choisi dans le 
groupe des halogenures, phosphates, acetates, lactates, alkylsulfates, alkyl-ou- 
alkylarylsulfonates. De preference, Rs et Re designent un melange de radicaux alcenyle 
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ou alkyle comportant de 12 a 21 atomes de carbone, par exemple derives des acides gras 
du surf, R 7 designe un radical methyle, Ra designe I'hydrogene. Un tel produit est par 
exemple vendu sous la denomination «REWOQUAT W 75» par la societe REWO. 



(3) les sels de diammonium quatemaire de formule 



^10 



12 



Rg — N— (CH 2 ) 3 -N-R 



14 



13 



++ 



2X 



dans laquelle R 9 designe un radical aliphatique comportant environ de 16 a 30 atomes de 
carbone ; R10, Rn. R12, Ria, et R 14 sont choisis parmi I'hydrogene ou un radical alkyle 
comportant de 1 a 4 atomes de carbone ; et X est un anion choisi dans le groupe des 
halogenures, acetates, phosphates, nitrates et methylsulfates. De tels sels de 
diammonium quatemaire comprennent notamment le dichlorure de propanesuif 
diammonium. 



L'oligonucleotide d'ARN double brin peut egalement etre complexe a la surface de 
globules huileux cationiques, quelques soit leur taille (voir les demandes de brevet 
EP 1 010 413, EP 1 010 414, EP 1 010 415, EP 1 010 416, EP 1 013 338, EP 1 016 453, 
EP 1 018 363, EP 1 020 219, EP 1 025 898, EP 1 120 101, EP 1 120 102, EP 1 129 684, 
EP 1 160 005 et EP 1 172 077). 

L'oligonucleotide d'ARN double brin peut egalement etre complexe a la surface de 
nanocapsules ou hanoparticules pourvues d'un enrobage lamellaire (Voir EP 0 447 318 et 
EP 0 557 489) et contenant un tensio-actif cationique a la surface (voir les references 
citees precedemment pour les tensio-actifs cationiques). 

En particulier, les vesicules preferees selon la presente invention sont : 
les niosomes decrits dans le brevet EP 0 582 503 ; 

- les spherules de lipides dont la methode de synthese est decrite dans le brevet 
US 5,021,200; 

- les niosomes huile dans eau decrits dans le brevet US 5,489,426 ; 

- les nano-emulsions proposees dans le brevet EP 0 879 589. 
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On utilisera preferentiellement !es lipides suivants : la PEI hydrophobee par greffage de w 
chaTnes alkyles de C10 a C22 (de 5 a 50 %) insaturees ou non, ramifiees ou non, ia 
stearylamine ou le Chlorure de Behenyl de triamonium. 

On preferera plus particulierement les vesicules ayant un diametre inferieur ou egale a 
2 jim et preferentiellement compris entre 50 nm et 1 ^m. 

On peut egalement utiliser des methodes physiques d'administration intra-cutanee 
comme un systeme de propulsion gazeuse ou un patch a micro aiguilles. 
Sur la figure 1 , qui represente un patch a microaiguilles, les minidards (cones) ont une 
hauteur correspondent a la profondeur a laquelle doit arriver le dsRNA encapsule dans 
une vesicule (epiderme superficiel, epiderme profond, derme superficiel...). La taille du 
patch peut, par exemple, etre adaptee a la surface d'une tache pigmentaire ou d'une ride. 

De fagon plus detaillee, la composition destinee a etre appliquee topiquement peut etre 
plus ou moins fluide et avoir I'aspect d'une creme blanche ou coloree, d'une pommade, 
d'un lait, d'une lotion, d'un serum, d'une pate, d'une mousse ou d'un gel. Elle peut 
eventuellement etre appliquee sur la peau sous forme d'aerosol. Elle peut egalement se 
presenter sous forme solide, et par exemple sous forme de stick. Elle peut etre utilisee 
comme produit de soin et/ou comme produit de maquillage de la peau. 

Ainsi, la composition selon I'invention pourra en plus de I'oligonucleotide d'ARN double 
brin contenir au moins un actif choisi parmi : les a-hydroxyacides ; I'acide salicylique et 
ses derives tels que Tacide n-octanoyl-5-salicylique ; I'HEPES ; la procysteine ; I'O- 
octanoyl-6-D-maltose ; le sel disodique d'acide methyl glycine diacetique ; les ceramides ; 
les steroYdes tels que la diosgenine et les derives de la DHEA ; I'acide kojique ; le N- 
ethyloxycarbonyl-4-para-aminophenol ; I'acide ascorbique et ses derives ; les extraits de 
myrtille ; les retinoTdes et en particulier le retinol et ses esters ; les polypeptides et leurs 
derives acyles ; les phytohormones ; les extraits de levure Saccharomyces cerevisiae ; les 
extraits d'algues ; les extraits de Vitreoscilla filiformis ; les extraits de soja, de lupin, de 
maTs et/ou de pois ; I'alverine et ses sels, en particulier le citrate d'alverine ; le 
resveratrol ; les carotenofdes et en particulier le lycopene ; le tocopherol et ses esters ; le 
co-enzyme Q10 ou ubiquinone ; les xanthines et en particulier la cafeine et les extraits 
naturels en contenant ; les extraits de petit houx et de marron d'lnde ; et leurs melanges, 
sans que cette liste soit limitative. 
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La composition selon I'invention peut en outre contenir au moins un filtre UVA et/ou UVB. 
Les filtres solaires peuvent etre choisis parmi les fiitres organiques, les filtres inorganiques 
et leurs melanges. 

Comme exemples de filtres organiques actifs dans TUV-A et/ou I'UV-B, on peut citer 
notamment, designes ci-dessous par leur nom CTFA : 

- les derives de I'acide para-aminobenzoique : PABA, Ethyl PABA, Ethyl Dihydroxypropyl 
PABA, Ethylhexyl Dimethyl PABA vendu notamment sous le nom « ESCALOL 507 » par 
ISP, Glyceryl PABA, PEG-25 PABA vendu sous le nom « UVINUL P25 » par BASF, 

- les derives salicyliques : Homosalate vendu sous le nom « EUSOLEX HMS » par 
RONA/EM INDUSTRIES, Ethylhexyl Salicylate vendu sous le nom « NEO HELIOPAN 
OS » par HAARMANN et REIMER, Dipropyleneglycol Salicylate vendu sous le nom 
« DIPSAL » par SCHER, TEA Salicylate, vendu sous le nom « NEO HELIOPAN TS » par 
HAARMANN et REIMER, 

- les derives du dibenzoylmethane : Butyl Methoxydibenzoylmethane vendu notamment 
sous le nom commercial « PARSOL 1789 » par HOFFMANN LA ROCHE, Isopropyl 
Dibenzoylmethane, 

- les derives cinnamiques : Ethylhexyl Methoxycinnamate vendu notamment sous le nom 
commercial « PARSOL MCX » par HOFFMANN LA ROCHE, Isopropyl Methoxy 
cinnamate, Isoamyl Methoxy cinnamate vendu sous le nom commercial « NEO 
HELIOPAN E 1000 » par HAARMANN et REIMER, Cinoxate, DEA Methoxycinnamate, 
Diisopropyl Methylcinnamate, Glyceryl Ethylhexanoate Dimethoxycinnamate, 

- les derives de 0,p -diphenylacrylate : Octocrylene vendu notamment sous le nom 
commercial « UVINUL N539 » par BASF, Etocrylene, vendu notamment sous le nom 
commercial « UVINUL N35 » par BASF, 

- les. deriv6s de la benzophenone : Benzophenone-1 vendu sous le nom commercial 
« UVINUL 400 » par BASF, Benzophenone-2 vendu sous le nom commercial « UVINUL 
D50 » par BASF, Benzophenone-3 ou Oxybenzone, vendu sous le nom commercial 
« UVINUL M40 » par BASF, Benzophenone-4 vendu sous le nom commercial « UVINUL 
MS40 » par BASF, Benzophenone-5, Benzophenone-6 vendu sous le nom commercial 
« HELISORB 1 1 » par NORQUAY, Benzophenone-8 vendu sous le nom commercial 
« SPECTRA-SORB UV-24 » PAR AMERICAN CYANAMID, Benzophenone-9 vendu sous 
le nom commercial UVINUL DS-49» par BASF, Benzophenone-1 2, 

- les derives du benzylidfene camphre : 3-Benzylidene camphor, 4-Methylbenzylidene 
camphor vendu sous le nom « EUSOLEX 6300 » par MERCK, Benzylidene Camphor 
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Sulfonic Acid, Camphor Benzalkonium Methosulfate, Terephthalylidene Dicamphor w 
Sulfonic Acid, Polyacrylamidomethyl Benzylidene Camphor, 

-les derives du phenyl benzimidazole : Phenylbenzimidazole Sulfonic Acid vendu 
notamment sous le nom commercial « EUSOLEX 232 » par MERCK, Benzimidazilate 
vendu sous le nom commercial commercial « NEO HELIOPAN AP » par HAARMANN et 
REIMER, 

- les derives de la triazine : Anisotriazine vendu sous le nom commercial «TINOSORB S » 
par CIBA GEIGY, Ethylhexyl triazone vendu notamment sous le nom commercial 
«UVINUL T150 » par BASF, Diethylhexyl Butamido Triazone vendu sous le nom 
commercial « UVASORB HEB » par SIGMA 3V, 

- les derives du phenyl benzotriazole : Drometrizole Trisiloxane vendu sous le nom 
« SILATRIZOLE » par RHODIA CHIMIE , 

-les derives anthraniliques : Menthyl anthranilate vendu sous le nom commercial 
commercial « NEO HELIOPAN MA » par HAARMANN et REIMER, 

- les derives d'imidazolines : Ethylhexyl Dimethoxybenzylidene Dioxoimidazoline 
Propionate, 

- les derives du benzalmalonate : Polyorganosiloxane a fonctions benzalmalonate vendu 
sous la denomination commerciale « PARSOL SLX » par HOFFMANN LA ROCHE, 

- et leurs melanges. 

Les filtres UV organiques plus particulierement preferes sont choisis parmi les composes 
suivants : 

- Ethylhexyl Salicylate, 

- Butyl Methoxydibenzoylmethane, 

- Ethylhexyl Methoxycinnamate, 
Octocrylene, 

- Phenylbenzimidazole Sulfonic Acid, 

- Terephthalylidene Dicamphor Sulfonic, 

- Benzophenone-3, 
Benzophenone-4, 
Benzophenone-5, 

- 4-Methy!benzylidene camphor, 
Benzimidazilate, 

- Anisotriazine, 

- Ethylhexyl triazone, 

- Diethylhexyl Butamido Triazone, 
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- Methylene bis-Benzotriazolyl Tetramethylbutylphenol, 

- Drometrizole Trisiloxane, 

- et leurs melanges. 

Les filtres inorganiques utilisables dans la composition selon I'invention sont en particulier 
les nanopigments (taille moyenne des particules primaires : generalement entre 5 nm et 
100 nm, de preference entre 10 nm et 50 nm) d'oxydes metalliques enrobes ou non 
comme par exemple des nanopigments d'oxyde de titane (amorphe ou cristallise sous 
forme rutile et/ou anatase), de fer, de zinc, de zirconium ou de cerium. Des agents 
d'enrobage sont par ailleurs I'alumine et/ou le stearate d'aluminium. De tels nanopigments 
d'oxydes metalliques, enrobes ou non enrobes, sont en particulier decrits dans les 
demandes de brevets EP-A-0518772 et EP-A-0518773. 

De fagon connue, la composition de I'invention peut contenir egalement les adjuvants 
habituels dans les domaines cosmetique et dermatologique, tels que les gelifiants 
hydrophiles ou lipophiles, les conservateurs, les antioxydants, les solvants, les 
tensioactifs, les epaississants, les parfums, les charges, les pigments, les absorbeurs 
d'odeur et les matieres colorantes. Les quantites de ces differents adjuvants sont celles 
classiquement utilis6es dans les domaines considers, et par exemple de 0,01 a 20 % du 
poids total de la composition. Ces adjuvants, selon leur nature, peuvent etre introduits 
dans la phase grasse ou dans la phase aqueuse. Ces adjuvants, ainsi que leurs 
concentrations, doivent etre tels qu'ils ne nuisent pas aux proprietes avantageuses de 
I'acide pantetheine sulfonique ou de ses sels. 

Lorsque la composition de invention est une 6mulsion, la proportion de la phase grasse 
peut aller de 5 % a 80 % en poids, et de preference de 5 % a 50 % du poids total de la 
composition. Les huiles, les emulsionnants et les coemulsionnants utilises dans la 
composition sous forme d'emulsion sont choisis parmi ceux classiquement utilises dans le 
domaine considere. L'emulsionnant et le coemulsionnant sont pr6sents, dans la 
composition, en une proportion allant de 0,3 % a 30 % en poids, et de preference de 0,5 
% a 20 % du poids total de la composition. 

Comme huiles utilisables dans la composition de Tinvention, on peut citer par exemple : 

- les huiles hydrocarbonees d'origine animale, telles que le perhydrosqualene ; 

- les huiles hydrocarbonees d'origine vegetale, telles que les triglycerides liquides 
d'acides gras comportant de 4 a 10 atomes de carbone et la fraction liquide du beurre de 
karite ; 
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- les esters et les ethers de synthese, notamment d'acides gras, comme les huiles de 
formules R 1 COOR 2 et R 1 OR 2 dans laquelle R 1 represente le reste d'un acide gras 
comportant de 8 a 29 atomes de carbone, et R 2 represente une chaine hydrocarbonee, 
ramifiee ou non, contenant de 3 a 30 atomes de carbone, comme par exemple I'huile de 
Purcellin, Tisononanoate d'isononyle, le myristate d'isopropyle, le palmitate d'ethyl-2- 
hexyie, le stearate d'octyl-2-dodecyIe, I'erucate d'octyI-2-dodecyle, I'isostearate 
d'isostearyle ; les esters hydroxyles comme I'isostearyl lactate, Poctylhydroxystearate, 
I'hydroxystearate d'octyldodecyle, le diisostearyl-malate, le citrate de triisocetyle, les 
heptanoates, octanoates, decanoates d'alcools gras ; les esters de polyol, comme le 
dioctanoate de propylene glycol, le diheptanoate de neopentylglycol et le diisononanoate 
de diethyleneglycol ; et les esters du pentaerythritol comme le tetraisostearate de 
pentaerythrityle ; 

- les hydrocarbures lineaires ou ramifies, d'origine minerale ou synthetique, tels que les 
huiles de paraffine, volatiles ou non, et leurs derives, la vaseline, les polydecenes, le 
polyisobutene hydrogene tel que Thuile de parleam ; 

- les alcools gras ayant de 8 a 26 atomes de carbone, comme I'alcool cetylique, I'alcool 
stearylique et l^ur melange (alcool cetylstearylique), roctyldodecanol, le 2-butyloctanol, le 
2-hexyldecanol, le 2-undecylpentad6canol t Talcool oleique ou I'alcool linoleique ; 

- les huiles fluorees partiellement hydrocarbonees et/ou siliconees comme celles decrites 
dans le document JP-A-2-295912 ; 

- les huiles de silicone comme les polymethylsiloxanes (PDMS) volatiles ou non a chaTne 
siliconee lineaire ou cyclique, liquides ou pateux a temperature ambiante, notamment les 
cyclopolydimethylsiloxanes (cyclomethicones) telles que la cyclohexasiloxane ; les 
polydirnethylsiloxanes comportant des groupements alkyle, alcoxy ou phenyle, pendant 
ou en bout de chaTne silicon§e, groupements ayant de 2 a 24 atomes de carbone ; les 
silicones phenylees comme les phenyltrimethicones, les ph6nyldimethicones, les 
phenyltrimethylsiloxydiphenyl-siloxanes, les diphenyl-dim§thicones, les 
diphenylmethyldiphenyl trisiloxanes, les 2-phenylethyltrimethyl-siloxysilicates, et les 
polymethylphenylsiloxanes ; 

- leurs melanges. 

Comme emulsionnants et coemulsionnants utilisables dans Tinvention, on peut citer par 
exemple les emulsionnants H/E tels que les esters d'acide gras et de polyethylene glycol, 
notamment le stearate de PEG-100, et les esters d'acide gras et de glycerine tels que le 
stearate de glyceryle, ainsi que les emulsionnants E/H tels que le 
poly(methylcetyl)(dimethyl)methylsi!oxane oxyethylene disponible sous la denomination 
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commerciale ABIL WE09 aupres de la societe Degussa Goldschmidt ou le melange de 
stearate d'ethylene glycol acetyle et de tristearate de glyceryle commercialise par la 
societe Guardian sous la denomination commerciale UNITWIX. 

Comme gelifiants hydrophiles, on peut citer en particulier les polymeres carboxyvinyliques 
(carbomer), les copolymeres acryliques tels que les copolymeres 
d'acrylates/alkylacrylates, les polyacrylamides, les polysaccharides, les gommes 
naturelles et les argiles, et, comme gelifiants lipophiles, on peut citer les argiles modifiees 
comme les bentones, les sels metalliques d'acides gras, la silice hydrophobe et les 
polyethylenes. 

Comme charges qui peuvent etre utilisees dans la composition de I'invention, on peut citer 
par exemple, outre les pigments, la poudre de silice ; le talc ; Pamidon reticule par 
I'anhydride octenylsuccinique commercialise par la societe National Starch sous la 
denomination DRY FLO PLUS (28-1160) ; les particules de polyamide et notamment 
celles vendues sous la denomination ORGASOL par la societe Atochem ; les poudres de 
polyethylene ; les micro-spheres a base de copolymeres acryliques, telles que celles en 
copolymfere dimethacrylate d'ethylene glycol/ methacrylate de lauryle vendues par la 
societe Dow Corning sous la denomination de POLYTRAP ; les poudres expansees telles 
que les microspheres creuses et notamment, les microspheres commercialisees sous la 
denomination EXPANCEL par la societe Kemanord Plast ou sous la denomination 
MICROPEARL F 80 ED par la societe Matsumoto ; les microbilles de resine de silicone 
telles que celles commercialisees sous la denomination TOSPEARL par la societ6 
Toshiba Silicone ; et leurs melanges. Ces charges peuvent etre presentes dans des 
quantites allant de 0 a 20 % en poids et de preference de 1 a 10 % en poids par rapport 
au poids total de la composition ou de la preparation selon Pinvention. 

L'homme du metier veillera a utiliser des ingredients et des actifs qui ne nuiront pas a 
Tactivite des oligonucleotides d'ARN double brin presents dans les compositions selon 
Tinvention. 

Un autre objet de Tinvention se rapporte a un procede de traitement cosmetique 
comprenant I'application topique sur une zone a traiter d'une composition comprenant 
dans un milieu physiologiquement acceptable au moins un oligonucleotide d'ARN double 
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brin tel que defini precedemment. Avantageusement, la composition sera appliquee sur la 
peau et/ou le cuir chevelu et/ou les phaneres, de facon unique ou repetee dans le temps. 

II pourra s'agir d'un procede de depigmentation et/ou de blanchiment de la peau ou des 
phaneres caracterise en ce qu'on applique sur la zone a traiter une composition selon 
I'invention, en particulier, une composition comprenant un oligonucleotide d'ARN double 
brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager codant pour la tyrosinase et/ou un 
oligonucleotide d'ARN double brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager 
codant pour la TRP-1. 

L'invention se rapporte aussi a un procede de traitement cosmetique pour prevenir et/ou 
lutter contre les signes cutanes du vieillissement caracterise en ce qu'on applique sur la 
zone a traiter une composition comprenant un oligonucleotide d'ARN double brin capable 
d'inhiber I'expression d'un ARN messager codant pour la neutrophile elastase et/ou un 
oligonucleotide d'ARN double brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager 
codant pour I'hyaluronidase et/ou un oligonucleotide d'ARN double brin capable d'inhiber 
I'expression d'un ARN messager codant pour une metalloproteinase et/ou un 
oligonucleotide d'ARN double brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager 
codant pour la HMG-CoA reductase et/ou un oligonucleotide d'ARN double brin capable 
d'inhiber I'expression d'un ARN messager codant pour la calmodulin-like skin protein. 
(CLSP) et/ou un oligonucleotide d'ARN double brin capable d'inhiber I'expression d'un 
ARN messager codant pour la NO-synthase. 

L'invention se rapporte egalement a un procede de traitement cosmetique pour induire 
et/ou stimuler la croissance des cheveux et/ou des poils et/ou freiner la chute des 
cheveux caracterise en ce qu'on applique sur la zone a traiter une composition 
comprenant un oligonucleotide d'ARN double brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN 
messager codant pour une metalloproteinase et/ou un oligonucleotide d'ARN double brin 
capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager codant pour la 5 a-reductase type I ou 
II et/ou un oligonucleotide d'ARN double brin capable d'inhiber I'expression d'un ARN 
messager codant pour la NO-synthase. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer I'invention. Dans ces exemples, on se 
referera aux figures suivantes: 

- Figure 1: represente un patch a microaiguilles pouvant etre utilise pour I'administration 
^oligonucleotides d'ARN double brin. 
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- Figure 2: extinction specifique de I'expression de la tyrosinase dans les melanocytes 
humains (MeWo) par ARN interference 

Exemple 1 — inhibition de I'expression de la tyrosinase par ARN interference 

Materiels et methodes : 

Les conditions experimental sont celles decrites par Tuschl et al. (Journal of Cell 
Science 2001 , 1 14, 4557-4565). 

Les melanocytes (cellules MeWo) sont ensemences 24 h avant transfection a 40 000 
cellules/puits dans une plaque 24 puits dans 500 pi de milieu DMEM + 10% serum. Par 
puits, 0.84 pg ou 2.52 pg de duplex siRNA (voir description ci-dessous), soit 
respectivement 60 pmoles de siRNA-Tyrosinase dans 3 pi d'annealing buffer 
(Dharmacon) ou 180 pmoles de siRNA-Tyrosinase dans 9 pi d'annealing buffer, sont 
utilises. 3pl ou 9 pi de duplex siRNA-Tyrosinase a 20 pM sont dilues dans 50 pi d'Opti- 
MEM (Gibco). Dans un autre tube, 3 pi d'Oligofectamine (Invitrogen) sont dilues dans 12 
pi d'Opti-MEM et incubes 10 minutes a temperature ambiante. Les 2 solutions sont 
melangees et incubees 20 minutes a temperature ambiante avant d'etre d§pos6es sur les 
cellules. Les cellules sont alors incubees 96 h a 37°C avec un changement de milieu 
apres 24 h puis lysees dans un tampon contenant 10 mM Tris-HCI pH7.2, 2% SDS, 1% 
Triton X-100, 10% glycerol + 1% protease inhibiteur, 34 pg de proteines sont deposes par 
puits sur gel de polyacrylamide (NuPAGE Novex bis-Tris gels, Invitrogen), separes par 
electrophorese et transferres par Western Blot selon les instructions du fournisseur. La 
presence de tyrosinase sur la membrane est analysee par hybridation avec un anticorps 
anti-tyrosinase dilue au 1/500 (NCL-TYR, Novocastra) et la quantite proteique deposee 
est controlee par hybridation avec un anticorps anti-vimentine dilue au 1/40 000 (clone 
VIM3B4, Cymbus Biotechnologies). La membrane est rincee dans du PBS-Tween 20 et 
hybridee avec un anticorps secondaire anti-souris coupl6 a la peroxidase (Goat anti- 
mouse-HRP, Dako) dilue au 1/2000. La detection est realisee a I'aide du kit « ECL Plus 
western blotting detection system » suivant les instructions du fournisseur (Amersham). 

Les duplexes siRNA suivants sont selectionnes a partir de la sequence codant 
pour I'ADNc de la tyrosinase humaine (Numero d'accession M27160). Le numero 
adjacent correspond a la position sur la sequence nucleique du 1 er nucleotide, lis sont 
synthetises par Dharmacon ou a partir d'oligonucleotides d'ADN foumis par Proligo et 
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transcrits en ARN a I'aide du kit « siRNA construction Kit » (Ambion) suivant les 
instructions du fournisseur. Les 7 duplexes comprenant un brin sens ARN et un brin 
antisens ARN sont constitues par les sequences suivantes ou AUG sont des bases 
ribonucleiques et dT une base deoxyribonucleique : 

• siRNA-TYR266 duplex : 

5' brin sens siRNA (SEQ ID N e 1) : UGCACCACUUGGGCCUCAAdTdT 
5' brin antisens siRNA (SEQ ID N°2) : UUGAGGCCCAAGUGGUGCAdTdT 

• siRNA-TYR359 duplex : 

5* brin sens siRNA (SEQ ID N°11) : AAGUGUUUGAUGCUGGAGGdTdT 
5' brin antisens siRNA (SEQ ID N°12) : CCUCCAGCAUCAAACACUUdTdT 

• siRNA-TYR690 duplex : 

5* brin sens siRNA (SEQ ID N a 13) : : GCACCAGCUUUUCUGCCUUdTdT 
5' brin antisens siRNA (SEQ ID N°14) : AAGGCAGAAAAGCUGGUGCdTdT 

• siRNA-TYR832 duplex : 

5" brin sens siRNA (SEQ ID N°15) : ACUGCACAGAGAGACGACUdTdT 
5' brin antisens siRNA (SEQ ID N°16) : AGUCGUCUCUCUGUGCAGUdTdT 

• . siRNA-TYR1 110 duplex: 

5' brin sens siRNA (SEQ ID N°17) : GCACCAGCUUUUCUGCCUUdTdT 
5' brin antisens siRNA (SEQ ID N°18) : AAGGCAGAAAAGCUGGUGCdTdT 

• siRNA-TYR1 578 duplex: 

5' brin sens siRNA (SEQ ID N°19) : AGCAGCAUGCACAAUGCCUdTdT 
5' brin antisens siRNA (SEQ ID N a 20) : AGGCAUUGUGCAUGCUGCUdTdT 

• siRNA-TYR21 20 duplex : 

5' brin sens siRNA (SEQ ID N°21) : AGCCUGACCUCACUCUAACdTdT 

5' brin antisens siRNA (SEQ ID N°22) : GUUAGAGUGAGGUCAGGCUdTdT 



Les resultats sont representes sur la figure 2. 
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Les pistes correspondent aux produits suivants 
L : echelle de poids moleculaire 
C : MeWo controle 

I : MeWo + siRNATYR266 0.84 pg 
2: MeWo + siRNATYR266 2.52 pg 

3 : MeWo + siRNATYR359 0.84 pg 

4 : MeWo + siRNATYR359 2.52 pg 
5: MeWo + siRNATYR690 0.84 pg 
6 : MeWo + siRNATYR690 2.52 pg 
7: MeWo + siRNATYR832 0.84 pg 

8 : MeWo + siRNATYR832 2.52 pg 

9 : MeWo + siRNATYRI 1 1 0 0.84 pg 

10 : MeWo + siRNATYR1 110 2.52 pg 

II : MeWo + siRNATYRI 578 0.84 pg 

1 2 : MeWo + siRNATYRI 578 2.52 pg 

13 : MeWo + siRNATYR2120 0.84 pg 

14 : MeWo + siRNATYR21 20 2.52 pg 

L'extinction de I'expression de la tyrosinase est verifiee par Western blot. II apparaTt que, 
sur les 7 duplexes selectionnes, 1 duplex est inefficace (siRNA. 359), 1. duplex est 
faiblement efficace (siRNA 1578) et les 5 autres duplexes sont fonctionnels avec 
apparemment une tres forte efficacite pour les duplexes 1110 et 2120 comme le montre 
I'absence de detection de la tyrosinase. On inhibe ainsi par « TARN interference » 
I'expression de proteines par des cellules epidermiques, par des inhibiteurs specrfiques de 
la tyrosinase. 

Exemple 2 - Compositions 

Composition 1 : L'oliqonucleotide d'ARN double brin est complexe a la surface de 
vesicules cationiaues : 

Preparation des vSsicules : 
Isostearate de PEG 400 

Polyethylene Imine (PEI de PM 200 a 100000) amidifie par acide isostearique 
Eau distillee 



8% 
2% 

qsp100% 
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Oligonucleotides d'ARN double brin de SEQ ID n°1 et SEQ ID n~2 avec un rauo 
dsRNA/PEI compris entre 0,1 et 1000. 

Etapes de realisation des vesicules : 

- solubilisation des lipides dans un melange methanol/chloroforme ; 

- evaporation du solvant a I'evaporateur rotatif sous pression reduite pour obtenir un film 
lipidique ; 

- hydratation du film sous agitation Ultra Son (US) ; 

- controle du diametre des vesicules (moins de 1 urn; de preference, de 200 nm) ; 

- ajout de la solution de oligonucleotides d'ARN double brin. 

Composition cosmetique : 

Les vesicules sont ensuite incorporees dans une formulation cosmetique adaptee a une 
application topique. 

Une application quotidienne de preference le soirde cette preparation permet I'attenuation 
des taches pigmentaires, une application reguliere et durable conduit a la disparition de 
ces taches pigmentaires. 

Composition 2 : Le dsRNA est complexe a I'interieu r de vesicules cationiques 

A) Encapsulation d'un complexe polycation / oligonucleotides d'ARN double brin 

Stearate de POE (8) 5 - 5% 
Cholesterol 4% 
Polyethylene Imine (PM 200 a 100000) amidifie par acide isostearique 0.5% 

Solution aqueuse A : eau distillee 30%, PEI (PM 200 a 100000) 1% et oligonucleotide 

d'ARN double brin QSP. 

Solution aqueuse B : eau distillee qsp 100% 

B) etapes de pr6paration des vesicules : 

voir la preparation de la composition 1. Dans ce cas, I'etape d'hydratation se fait a la 
temperature adaptee au melange lipidique et avec la solution A sous agitation ultrason 
puis s'ajoute une etape de dilution avec la solution aqueuse B. 
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Composition cosmetique : 

Les vesicules sont ensuite incorporees dans une formulation cosmetique adaptee a une 
application topique. 

Ainsi, les compositions 1 et 2 peuvent ensuite etre introduces de maniere classique pour 
Thomme du metier dans la formulation suivante. Les ingredients sont identifies selon la 
nomenclature CTFA. 

Glycerine 
Conservateurs 
Disodium EDTA 
Carbomer 
Triethanolamine 

Ammonium polyacryloyldimethyl taurate* 
Sodium hyaluronate 
Huiles vegetales 

Acrylamide/sodium acryloyldimethyltaurate 
et isododecane et polysorbate-80** 
Cyclopentasiloxane et dimethiconol 
Suspension de vesicules selon exemples 1 ou 2 
Eau QSP 



5 % 

1 % 
0,2 % 
0,5 % 
0,25% 
0,3 % 
0,1 % 
3 % 

2 % 

3 % 
1 a 25% 

100 % 



* Hostacerin AMPS fourni par CLARIANT 
** Simulgel 600 fourni par SEPPIC 
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1. Utilisation d'au moins un oligonucleotide d'ARN double brin pour une application par 
voie topique. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que I'oligonucleotide d'ARN 
double brin comporte entre 12 et 40 nucleotides. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que I'oligonucleotide 
presente des extremites non appariees de 2 a 6 nucleotides. 

4. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
I'oligonucleotide est obtenu par le repliement et I'appariement d'un brin simple d'ARN 
autocomplementaire. 

5. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 4 pour inhiber I'expression 
d'une proline de la peau ou de ses annexes. 

6. Utilisation selon la revendication 5, caracterisee en ce que la proteine est exprimee par 
des melanocytes et/ou des keratinocytes et/ou des fibroblastes et/ou les cellules 
endothelials et/ou les cellules immunitaires residentes. 

7. Utilisation selon la revendication 5 ou 6, caracterisee en ce que la proteine de la peau 
ou de ses annexes est choisie parmi la tyrosinase, la TRP-1 (tyrosinase related protein 1), 
I'enzyme elastase neutrophil, I'hyaluronidase, une metalloproteinase, la HMG-CoA 
reductase, la 5 a-reductase type I ou II, la calmodulin-like skin protein (CLSP), la NO 
synthase, I'urokinase, les cyclooxygenases, lipoxygenases, les phospholipases, 15- 
PGDH, les enzymes du metabolisme hormonal telle la 5 a-reductase de type 1 ou 2, les 
proteines matricielles de type elastines, collagene, les proteines de differenciation 
keratinocytaire de type cytokeratine, les proteines impliquees dans I'hydratation de la 
peau telle que la filaggrine, les aquaporines, une serine protease, une cytokine, un facteur 
de croissance, une proteine ou un peptide de la morphogenese, les proteines impliquees 
dans les defenses antibacteriennes de la peau hBD2, hBD3, dermcidin, RNase 7. 
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8. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que la proteine de la peau est la 
tyrosinase ou la TRP-1 (tyrosinase related protein 1) pour la depigmentation et/ou le 
blanchiment de la peau ou les phaneres. 

9. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que la proteine de la peau est 
I'enzyme elastase neutrophile, I'hyaluronidase ou une metalloprotfease pour prevenir et/ou 
lutter contre les signes du vieillissement cutane tels que la perte de fermete et/ou de 
souplesse de la peau et/ou Patrophie de la peau et/ou la formation des rides et ridules. 

10. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que la proteine de la peau est 
une metalloprotease pour induire et/ou stimuler la croissance des cheveux et/ou des poils 
et/ou freiner leur chute. ? 

11. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que la proteine de la peau est 
la HMG-CoA reductase pour prevenir et/ou lutter contre la production excessive de sebum 
ou de sueur au niveau des aisselles ou des pieds. 

12. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que la proteine est la a- 
reductase type I pour traiter les desordres androgeno-dependants. 

13. Utilisation selon la revendication 7 ou 12, caracterisee en ce que la proteine de la 
peau est la a-reductase type I pour traiter Phyperseborrh6e et/ou Pacne et/ou induire et/ou 
stimuler la croissance des cheveux et/ou des poils et/ou freiner la chute des cheveux. 

14. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en que la proteine de la peau est la 
calmodulin-like skin protein (CLSP) pour lutter contre les signes du vieillissement cutane 
et/ou lutter contre les effets nefastes des rayonnements ultraviolets et/ou traiter les peaux 
s6ches. 

15. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que la proteine de la peau est 
la NO synthase pour inhiber la differentiation et/ou la proliferation cellulaire et/ou inhiber la 
degradation et/ou la destruction des cellules de la peau et/ou lutter contre le vieillissement 
intrinseque et/ou extrinseque et/ou freiner la chute des cheveux. 



WO 03/101376 PCT/FR03/01648 

33 

16. Utilisation selon la revendication 7 ou 15, caracterisee en ce que la proteine de la ^ 
peau est la NO synthase pour le traitement des peaux sensibles et des erythemes, en 
particulier photoinduits. 

17. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 pour inhiber I'expression 
d'une proteine d'un microorganisme eucaryote. 

18. Utilisation selon la revendication 17, caracterisee en ce que la proteine d'un 
microorganisme eucaryote est choisie parmi la squalene epoxidase, la cytochrome P450- 
dependente 14-alpha-sterol demethylase de C. albicans, les proteines de detoxification 
des agents anti-mycotiques comme les esterases de Trichophyton rubrum, les aspartique 
proteinases, la Phospho-lipase D, la Phospholipase B de Candida, les 2,3-oxidosqualene 
cyclases comme 22,23-epoxy-2-aza-2,3-dihydrosquatene (EAS) et azasqualene alcohol 
(ASA). 

19. Utilisation d'au moins un oligonucleotide d'ARN double brin inhibant I'expression de 
metalloproteases telles que MMP-9 ou MMP-19 et/ou de proteines de detoxifixation 
comme le cytochrome CYP2S1 pour la fabrication d'un medicament destine au traitement 
du psoriasis 

20. Composition topique comprenant dans un milieu physiologiquement acceptable au 
moins un oligonucleotide d'ARN double brin encapsule dans un enrobage. 

21 . Composition selon la revendication 20, caracterisee en ce que I'enrobage est choisi 
parmi les microspheres, les nanospheres, les oleosomes ou les nanocapsules. 

22. Composition selon la revendication 20 ou 21, caracterisee en ce que I'enrobage a un 
diametre inferieur ou egale a 2 ^m. 

23. Composition selon Tune quelconque des revendications 20 a 22, caracterisee en ce 
que le ou les oligonucleotide(s) d'ARN double brin represented entre 5.10" 7 et 5 % en 
poids par rapport au poids total de la composition. 

24. Procede de traitement cosmetique comprenant I'application topique sur une zone a 
traiter d'une composition comprenant dans un milieu physiologiquement acceptable au 
moins un oligonucleotide d'ARN double brin. 
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25. Precede selon la revendication 25 de depigmentation et/ou de blanchiment de la peau 
ou des phaneres, caracterise en ce que I'oligonucleotide d'ARN double brin est capable 
d'inhiber 1'expression d'un ARN messager codant pour la tyrosinase et/ou laTRP-1. 

26. Procede selon la revendication 24 pour prevenir et/ou lutter contre les signes cutanes 
du vieillissement, caracterise en ce que ['oligonucleotide d'ARN double brin est capable 
d'inhiber Pexpression d'un ARN messager codant pour la neutrophil elastase et/ou 
I'hyaluronidase et/ou une metalloproteinase et/ou la HMG-CoA reductase et/ou la 
calmodulin-like skin protein (CLSP) et/ou la NO-synthase. 

27. Procede selon la revendication 24 pour induire et/ou stimuler la croissance des 
cheveux et/ou des poils et/ou freiner la chute des cheveux, caracterise en ce que 
oligonucleotide d'ARN double brin est capable d'inhiber I'expression d'un ARN messager 
codant pour une metalloproteinase et/ou la 5 a-reductase type I ou II et/ou la NO- 
synthase. 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estimS que certalnes revendications ne pouvaient pas faire I'objet cfune recherchje 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 

Conform6ment a Particle 17.2)a), certalnes revencScations rfontpas fait I'objet cfune recherche pour les motifs suivants: 

1. I I Les revencfications n 05 * 

— se rapportent a un objet a regard duquel I'admlnlstratlon n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. Pn Les revendicatons n** 1 27 

— se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne rempllssent pas suffisamment les conditions prescntes pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en partlculier: 

voir feuille supplemental re SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



I I Les revendications n 03 

— sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxleme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de llnverrtion (suite du point 2 de la premiere feuille) 



^administration chargee de la recherche internationale a trouve ptusleurs Inventions dans ia demande Internationale, a savoir: 



1 . I I Comme toutes les taxes addltionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
■ — ' Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

2. I I Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s*y pretaient ont pu etre effectuees sans effort parti culier 

justifiant une taxe addittonnelle, radministratlon n'a sotliclte le paiement d*aucune taxe de cette nature. 



3. I I Comme une parte seulement des taxes addltionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
I — i rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont 6t£ payees, a savoir 
les revendications n 05 



4. I I Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant En consequence, le present rapport 
1 — ' de recherche internationaJe ne porte que sur ["Invention mentlonnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n 05 



Remarque quant a la reserve Les taxes addltionnelles etsdent accompagnees cfune reserve de la part du deposan L 

| Le paiement des taxes addltionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1» (Juillet 1998) 



Demande Internationale No. PCT/FR 03 £1648 



SUITE DES RENSE1GNEMENTS IND1QUES SUR PCT/1SA/ 210 



Suite du cadre 1.2 
Revendications nos.: 1-27 



Les revendications 1-27 presentes ont trait a une tres grande variete de 
composes. En fait, les revendications contiennent tant d'options que le 
manque de clarte (et/ou de concision) au sens de V Article 6 PCT qui s'en 
suit, est d'une importance telle qu'une recherche significative de 
l'objet des revendications devient impossible. Par consequent, la 
recherche a ete effectuee pour les parties de la demande qui apparaissent 
etre claires (et/ou concises), c'est a dire les oligonucleotides d'ARN 
double brin decrits dans les exemples: ceux de la tyrosinase, (siRNA: 
SEQ. ID. 1-2,11-22) et ceux mentionnes dans la description : 
oligonucleotides d'ARN double brin de l'enzyme elastase neutrophil e 
(SEQ.ID.N.3 et 4), la HGM-CoA reductase (SEQ.ID.N.5 et 6); la 5 
alpha-reductase I (SEQ.ID.N.7 et 8) et la calmodul in-1 ike skin protein 
(CLSP) (SEQ.ID.N.9 et 10) et leur utilisation pour inhiber V expression 
d'une des proteines mentionees ci-dessus dans une composition cosmetique 
d' application topi que. 

L* attention du deposant est attlree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement I'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par VOEB 
agissant en qualite d* administration chargee de Vexamen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n* ayant pas fait 1'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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